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@ Bifunktionelle Proteine 



Gentechnisch erhaltiiche bifunktionelle Proteine aus ei- 
neo) lnterleukin-2 und einem Granulozyten-Makrophagen- 
iColony Stimulatingi-Faktor-Anteil weisen die biologische 
Aktivitat beider Komponenten auf, 2eichnen sich aber durch 
erhdhte Stabititat aus. Diese Proteine sind somit Arzneimit- 
tel. die fur die Behandtung maligner Neubildungen geeignet 
sind. 
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Paientanspruche 



1. Bifunktionelle Proteine. bestehend aus einem biologisch aktiven Interleukin-2 (IL-2)- und eincm Granule- 
zyten-Makrophagcn-"CoIonyStimulaiing"Faktor(GM-CSF)-AnteiL 

2. Protein nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB die beiden biologisrh aktiven Protein-Anteile 
ubereine Brflcke aus I bis etwa 12 genetisch codierbaren Aminosauren verkniipft sind. 

X Protein nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. daB die Brilcke der Formel (II) 



- Asp - (AS).v - Pro - 



(") 



entsprichi. wobei x eine ganze Zahl von 1 bis 1 0 bedeutet und As eine genetisch codierbare Aminosiure mit 
Ausnahme von Cys ist. 

4. Protein nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. daB das BrOckenclted (AS), die AminosSurcnfolg'? 
15 - Asp - Pro - Met - lie - Thr - Thr - Tyr - Ala - Asp - Asp - Pro - 

bedeutei 

5. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet, daB N ter- 
minalder !L-2-Anteil und C-terminal der GM-CSF-Anteil angeordnet ist. 

20 6. Verfahren lur Herstellung von bifunktionellen Proteinen nach Anspruch 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet 
daB man em fur diese Protcme codicrcisdes Gen konstruicrt und in einer Wirtszelle cxprimiert 
7. Arzneimittel. bestehend aus einem Protein nach Anspruch I bis 5. gegebcncnfalls in Kombination mit 
emem pharmakoiogisch gceignetcn TrMger. 

-5 Beschrcibung 

lmerkukiii-2 im folgenden IL-^^^ als T-Zeliwachstumsfaktor. IL-2 verstarki die Aktivitat von "Kil- 
ler -Zellen w.e NK (Natural Ki!lcr)-Zellcn. zytoioxischen T Zellen und LAK (Lymphokine Activated Killer)-Zel- 

io Granulozyten-Makrophagcn-Xolony Stimulating".Faktor. im folgenden GM-CSF. hingegen stimuliert die 
Granulozyten- und Makrophagenbildung aus hamatopoeiischen Vorlauferzellcn. Die Kombination der beiden 
bio ogischen Aktivitaten ist fur die Tumorbehandiung mit und ohne Zyiostaiikagabc intcressant. IL.2 und 
GM-CSF rind jedoch unterschiedlici stabil, was zu Problemen bci der dirckten Verabreichung der beiden 
Komponenten und somit zu emer Vermindcrung des thcrapculischen Erfolges ffihren kann 

y. Das Problem der unterschiedlichcn Siabilitat kann errmdungsgcmaB dadurch geldst wcrdcn. daO man diesc 
bctdcn Protcme zu einem bifunktionellen Protein verknupft. 
Es wurden bereits Fusionsprotcincder allgcmeincn Formel 

Met - X - Y - Z ^'"^ 
Oder 

Met-Z-Y-X 

(lb) 

zur gentechnischen Herstellunp von gcgebencnfalls modifiziertem GM-CSF vorgcschlagcr.. in dcnen X im 
45 wesenthchen die Aminosaurcrfolgc der ersten ctwa 100 Aminosauren von vorzugswcisc menschlichcm II.-2 
bedeutet. Y erne direkte Bindung bedeutet. falls die zum gewOnschten Protein bcnachbanc Aminosaurc oder 
Aimnosaurenfolgc eine Abspaltung des gcwiinschtcn Proteins ermoglicht. oder andernfalls cin Bruckenglicd aus 
ciner oder mehreren genetisch codicrbarcn Aminosauren. das die Abspaltung erf-6glicht. und Z cine Scque../. 
aus genetisch codierbaren Aminosauren ist. die das gewOnschte GM-CSF-Prolein darstcllt. Man kann hierbci 
50 auch die fur IL-2codiercnde DNA Sequenz - mehr oder wcniger - bis zum Ende nutzen und so ~ gegebenen- 
35 45 568 i""*" ~ ° " '^'^ als "Nebcnprodukt" erzcugen (Deutsche Patentanmeldung P 

c^h^if n^"'!i'i"^ ^V""^ demgcgenubcr solche Fusionsproteine zur Anwendung in Verfahren zur therapeuti- 
schen Behandlung des menschlichen Kdrpers bzw. Arzneimittel. die solche Fusionsproteine enihalten oder aus 

55 solchen Fus«nsproiemen bestehen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Vcrwendung dieser Fusions- 
proteine zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung maligner Neubildungen 

Das erfindungsgetnaB cingesetzte Fusionsprotein bcstcht also aus zwci biologisch aktiven Komponenten. und 
^r/„f r M^A'c A T'iV^'^^T!' ''"i^.*" bckanntcr Weise modifiziert sein kann. und andererseits aus 
K i; r •'^ ''^ '^''^ cbcnfalls modifiziert sein kann. und gcgebencnfalls einem BrQckenglicd cntspre- 

ri. chcnd der Definition Y in den vorsiehcnd angegcbenen Formcln. Vorkugswcisc cntspricht die Anordnung der 
bciden Komponenten der Formel la. Das crfindungsgcmaBe Prinzip kann auch zur Herstellung andcrcr ncuarti- 
gerbifunktionclier Proteine diencn. 

Die Fipur /eigt die Konstrukiion des Plasinids pB30. das for ein crfindungsgemaBcs bifu;:ktionellcs Protein 

Ci»uicri. 

n> Modifikaiionen des IL.2- Mulekuls sind bckannt. wobei hier bcispielhafl nur auf die curopaischcn Paicnian- 
mcldungcn mil den Veroffenilichungsnummcrn (im folgenden RP-A)00 91 539.01 09 748 01 18 617 01 36 489 
und 01 63 249 verxv iesen sein soil. Weiierhin wurde in der deutschcn PatenianmcldunK P 35 S7 461 6 ein 11 -'>.De- 
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rival vorgcschlagcn, bci dem N-ierminal die ersien sieben Aminosauren delctiert sind. Modifikationen des 
GMCSFMolckbIs wurden in dcr deuischen Patentanmeldung P 35 45 5683 vorgeschlagen. 

Weitere Abwandlungen der beiden aktiven MolekOlantetle kdnnen in an sich bekannter Wetse vorgenommen 
werden. wobei hier beispielhaft nur die spezifische Mutagenese erwShnt set. 

Das BrOckenglied Y hat vorteilhaft die Formei It s 

-Asp -(As). -Pro- (II) 

in dcr x cine ganze Zahl bis zu 10 und As cine belicbige, gcnctisch codierbarc Aminosaurc mil Ausnuhmc von 
Cystein bedeuten. lo 

Vorteilhaft ist in der Formei II am linken Ende der IL-2-Anteil und folglich am rechten Ende der GM-CSF-An- 
teil angeordnet 

Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung von Y weist die Aminos9urenfolge 

- Asp - Pro ^ Met — lie - Thr — Thr - Tyr — Ala — Asp - Asp - Pro — I5 

auf, wobei ebenfalls vorzugsweise der IL-2-Anteil am linken Ende und der GM-CSF-Antcil am rechten Ende 
angeordnet sind. 

Die Expression der erfindungsgemlOen bifunktionellen Proteine kann in an sich bekannter Weise erfolgen. In 
baktericllcn Expressionssystemen kann der Weg der Direktexpression eingeschlagen werden, HierfQr eignen » 
sich alle bckannien Wirts-Vektor-Sysieme wie Bakterien der Arten Slreptomyces, B. subtilis. Salmonella typhi- 
murium cder Serratia marcescens, insbesondere E coll 

Die DNA*Sequenz, die fUr das gewDnschte Protein codiert, wird in bekannter Weise in einen Vektor einge- 
baut, der in dem gewahlten Expressionssysiem eine gute Expression gewihrleistet 

Hierbci wahit man zwcckmiGig den Prom'otor und Operator aiis der Gruppe trp. lac. lac, Pl oder Pr des 25 
Phagen A, hsp, omp oder einen synthetischen Promotor, wie sie beispielsweise in der deutschen Offeniegungs- 
schrifi 34 30 683 bzw. in der EP-A 01 73 149 beschrieben sind. Vorteilhaft ist die lac-Promotor-Operator-Se- 
quenz. die inzwischen handelsQblich ist (z. B. Expressionsvektor pKK223-3, Pharmacia. "Molecular Biologicals. 
Chemicals and Equipment for Molecular Biology**, 1984. S. 63), 

Bei der Expression des erfindungsgemaDen Proteins kann es sich als zweckmaBig erweisen, einzelne Tripletts 30 
der ersien AminosSuren nach dem ATG-Siart-Codon zu verandern. um eine eventuelle Basenpaarung auf der 
Ebene der mRNA zu verhindern. Solche Verdnderungen wie Deletionen oder Additionen einzelncr Aminos^u- 
ren sind dem Fachmann gelSufig und ebenfalls Cegenstand der Erfindung. 

FQrdie Expression in Hefen - bevorzugt S,cerevtsiae — verwendet man zweckm^Big ein Sekretionssystem, 
beispielsweise die heterologe Expression Qber das a-Faktor-System, das mehKach beschrieben ist. 35 

Fur die Expression des bifunktionellen Molekuls in Hefe ist es vorteilhaft, wenn in dem bifunktionellen Protein 
dibasische Peptidsequenzen sowic Glykosylierungsstellen durch entsprechenden Austausch einzelner Amino- 
sauren zerstort werden. Hierbei ergeben sich viele Kombinattonsmdglichkeiten. die auch die biologische Wir- 
kung beeinflussen kdnnen. 

Die Expression von IL-2 in Hefe ist aus der EP-A 01 42 268 bekannt, von GM-CSF aus der EP-A 01 88 350. 40 
Die Verabreichung der erflndungsgemaDen bifunktionellen Proteine entspricht derjenigen der beiden Kom- 

ponenten. Wegen der grdBeren Stabilitat ist jedoch In vielen Fallen eine geringere Dosierung mdglich» die sich 

im unteren Bereich der bisher vorgeschlagenen Dosierungen-hSlt. 
In den folgenden Beispielen wird die Erfindung nfther erliutert Prozentangaben und Relationen beziehen sich 

auf das Gewicht. sofern keine ander 2n Angaben gemacht sind. 45 

Beispiel 1 

Das Plasmid pt 59/6 (EP'A2 01 63 249. Fig. 5; ( 1 ) in der vorliegenden Figur) enihalt zwischen einer EcoRI- und 
eincr Sall-Schnittstelle ein synthetisches. fOr IL-2 codierendes Gen. Die DNA-Sequenz fUr dieses Gen ist in der 50 
genannten EP-A2 als "DNA-Sequenz P wiedergegeben. Im Bereich der Tripletts 127 und 128 befindet sich eine 
Taql-Schniiisielle. Aus diesem Plasmid wird, durch Schneiden mit EcoRI und TaqI, die IL-2-Teilsequenz (2) 
herausgeschnitten und isoliert 

Aus der EP.A2 01 83 350 ist das Plasmid pHG23 (3) bekannt. das fOr GM-CSF codiert Die GM-CSF-cDNA ist 
in Fig. 2 dieser EP-A2 wiedergegeben. Das Plasmid pHG23 wird erhalten» wenn man die cDNA-Sequenz in die 55 
Pstl-Schniitstelle von pBR322 einbauu wobei einerseits von der Pstl-Schnittstclle beim 5'-Ende und andererseits 
von einer durch GC-Tailing" eingefi'hrten Pstl-Stelle am 3'-Ende Gebrauch gemacht wird Aus diesem Plasmid 
wird durch Schneiden mit SfaN! und PstI die DNA-Sequenz (4) isoliert. die den grdGten Teil des CM-CSF-Cens 
enthdit 

Nach der Phoshit-Methode wird das folgende Oligonukleotid (5) synthetisiert: 60 
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:o Das Oligonukleoiid (5) ergSnzt am 5'-Ende die DN A-Sequenz von IL-2. wobei jedoch in Position 1 33 anstelle 
von Thr Asp steht. Am 3'-Ende dieses Oligonukleotids finden sich die Nukleotide.die durch Schneiden mit SfaNI 
aus der cDN A weggefallen sind. 

Die Herstellung des Expressionsplasmids pEWlOOO (6) ist in der (nicht vorveroffenilichten) deutschcn Patent- 
anmeldung P 35 4! 8567 vorgeschlagen (Fig. \\ Dieses Plasmid ist ein Derivai des Plasmids ptac 1 1 (Amann et 

25 aU Gene 25 (1983) 167-178), bei dem in die Erkennungsstelle fOr EcoRI eine synthetische Sequenz eingebaut 
wurde. die erne Sall-Schnitisiellc enthalL Man erhaii so das Expressionsplasmid pKK 1 77 J. Durch Insertion des 
lac-Repressors (Farabaugh, Nature 274 (1978) 765-769) erhali man das Plasmid pJFIlS. Dieses wird an der 
smguiaren Restrikiionsschnitisiellc fOr Aval gedffnei und in bekannter Weise durch Exonuklease-Behandlung 
um etwa 1000 bp verkOrzt und ligiert. Man erhait das Plasmid pEWlOOO (6). Durch Offnen dieses Plasmids im 

30 Poiyhnker mit den Enzymen EcoRI und Psil erhait man das linearisierte Expressionsplasmid (7) 

Diese linearisierte Plasmid-DNA (7) wird nun mil dcm DNA-Fragment (2). das fur die IL-2.Sequenz codiert 
mit dem symh;;;iischen Oligonukleotid (5) und mil dem cDN A- Fragment (4) ligiert. Es cnisieht das Plasmid pB30 
(8X das m den E. coli-Siamm Mcl06t transformiert wird Die Plasmid-DNA einzelner Klone wird isolieri und 
durch Restrikttonsanaiyse charakterisiert. 

35 

BcispicI 2 

Kompetente Zellen des E. coli-Stammes W3M0 werden mil dem PlasmidpB30 (8) iransformieri. Einc Ober- 
nachikuliur des Stammes wird mit LB-Medium (J, H. Miller. Experiments in Molcc. Gen. Cold Spring Harbor 

40 Lab, 1972). das 50 jig/ml Ampicillin enthalt, im Verhaitnis von etwa I : 100 vcrdunni und das Wachsium Obcr 
OD-Messung verfolgL Bei OD - 0^ wird die Kultur auf eine Konzeniration von 2mM lsopropyl-/^galactopyra- 
nosid (IPTG) eingestellt und die Bakterien werden nach 150-180 Minuien abzentrifugicrt Die Bakierien 
werden ca. 5 Mmuten in einer Puffermischung (7M Harnstoff, 0.1% SDS. 0.IM Natriumphosphai. pH 7.0) 
behandeli und Proben auf eine SDS-Gclclektrophoreseplatic aufgetragea Die Expression des bifunktionellen 

45 PrptemswtrdsobestStlgt. 

Die angcgcbenen Bedingungen gelten fiir Schuttelkuliuren; bei grdBeren Fermentaiionen sind cntsprcchend 
veranderie OD-Wcrte. Ndhrmedien und variierte IPTG-Konzentrationcn /weckmaBig. 

^ Beispiet 3 

50 

Nach Induktion werden E. coli W3I lO-Zellen. die das Plasmid pB30 (8) enihaltcn. abzcntrifugiert. in Natrium- 
phosphaipuffer (pH 7) resuspendiert und erneui abzcnirifugiert Die Bakterien werden in dem glelchen Puffer 
aufgenommen und anschlieOend aufgeschlossen (French Press. •Dyno-MOhIc). Der ZellaufschluB wird abzenirl- 
fugiert Ubersiand und Seoiment werden mittels SDS-Polyacrylamidclcklrophorese wie im Beispiel 2 bcschrie- 

55 ben analysiert Nach Anfarben der Protcinbandcn zeigt sich. daB das bifunktionelle Protein im Sediment des 
Aufschlusses gefunden wird Das Sediment wird mehrmals mit chaotropcn Puffcrn und /uleizt mil Wasser 
gewawhen. wobei das gcwOnschte Protein weiier angercichert wird In der waBrigen Proieinsuspcnsion wird 
anschlieBend die Proteinkonzentration bestimmi. Die Suspension wird nun auf cine Konzeniration von 5M 
Guanidimumhydrochlond und 2 mM Diihiothreiiol (DTT) eingestellt. Das Cemisch wird ca. 30 Minuien unter 

60 Sncksioff geruhrt und anschlieBend mit 50 mM Tris-Puffer (pH 8.5) so verdiinnt. daB die Proteinkonzentration 
100 ^g/ml ergibi. Nun wird gegen diesen Tris-Puffer dialysicrt und nach 2maligem PufferwcchscI gegcn Wasser 
dialysiert. Das so behandelte Protein wird sicril filirieri und auf seine biofogischc Akiiviiat Obcrprufl Es zeiet 
sowohl im lnierleukin.2.abhangigen CTLL 2 ZelIproliferationstesi als auch im humanen Knochcnmarkstcsi 
voMe biologische Wirkung. Gemischic Kolonicn aus Granulozyien und Makrophagen werden dabci bcobachtci. 

h'. Das bifunktionelle Protein kann tiber Inicrlcukin-^spczifische Affiniiatschromat<>graphlc welter i-creinigi 
w^Mn"*^ r^otcm ,st auch dann in beiden Tesls akliv. Ein E. coli-Extrakt des nlchliransformicrtcn Sian)mcs 
WJI I0.der wie beschneben bchandelt wurde, zeigt dagegcn keine Akiiviiai. 
FQr die lechnische Herstellung des Produkies sind andere.an sich bekannic Rcinigungsvcrfahrcn / weckmaBig 
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p^ACCC 6CC {cSFA-127H/-CreCA 
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128 (133) 
He He Ser Thr Leu Asp Pro Mel He 
C6 ATC ATC TCT ACC CTG 6AC CC6 AT6 ATC 
SMXml ,,Jf^5TAGAGAT66 6ACCI6 66CTACTA6 (5) 

BamHl ' ^ ' , 1 2 

Sall.AccI.HincIl Thr Thr Tyr Ala Asp Asp Pro (Ala) (Pro) 
ACC ACC TAT 6C6 (5AC GAT CC6 GC 
T66 T66 ATA CGC CTG CTA 66C C6T 66G 

(SfaNl) 

fCTTAA ACGTCH,,, 
I (EcoRl) (Psil) (7) 



EcoRl 
Pstl 



